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57© Resumen:
Procedimiento de selección de patrones frutales resisten-
tes a clorosis férrica.
La deficiencia de hierro en frutales (clorosis férrica) cau-
sa graves pérdidas económicas en los países mediterrá-
neos, por lo que la posibilidad de disponer de materiales
vegetales que sean resistentes a este problema puede
suponer un gran apoyo al sector frutícola. Se propone el
uso de la actividad reductora de hierro de las raíces como
un instrumento para identificar genotipos frutales eficien-
tes en la absorción de este elemento mineral. La activi-
dad reductasa de quelatos de hierro se estima mediante
un ensayo espectrofotométrico con plantas enteras. Es-
te procedimiento permitirá diferenciar en fases tempra-
nas de desarrollo (plantas provenientes de cultivo in vitro)
aquellos patrones frutales tolerantes a la clorosis férrica, y
supone un método alternativo a los criterios de selección
clásica.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.E
S
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DESCRIPCION
Procedimiento de seleccion de patrones fruta-
les resistentes a clorosis ferrica.
Sector de la tecnica
Area de la tecnica
Agricultura, Arboricultura frutal, Industria
frutcola, Viveristas, Mejora vegetal, Fruticul-
tura, Nutricion, Fisiologa y Bioqumica vegeta-
les.
Aplicacion de la invencion
Seleccion de genotipos frutales tolerantes a la
clorosis ferrica.
Estado de la tecnica
La deciencia de hierro, tambien llamada clo-
rosis ferrica, es un desorden nutricicnal, amplia-
mente difundido en la naturaleza, que afecta a
muchas especies de plantas cuando se cultivan en
suelos calcareos. La mayor incidencia economica
se hace notar en los cultivos frutales y en parti-
cular en el cultivo de especies del genero Prunus.
Una de las mas afectadas es el melocotonero, Pru-
nus persica L., ya que la clorosis ferrica afecta a
su crecimiento y rendimiento debido a una dis-
minucion del numero y tama~no de los frutos, as
como al retraso en su maduracion (Yanguas, R.,
M.C. del Campillo, J. Torrent. 1997. Prediccion
de la incidencia de la clorosis ferrica en melocoto-
nero cultivado en suelos calcareos. Agrochimica
XLI: 120-129). En la cuenca del Ebro el 90 % de
las 26.000 ha destinadas al cultivo de melocoto-
nero son sensibles a la clorosis ferrica. En esas
plantaciones son necesarios tratamientos correc-
tores o preventivos cada a~no, cuyo coste anual se
ha estimado en mas de 1.000 millones de pesetas
anuales, segun Sanz y colaboradores (Sanz, M.,
J. Cavero, J. Abadia. 1992. Iron chlorosis in the
Ebro river basin, Spain. J. Plant Nutr. 15:1971-
1981).
Una de las formas de luchar contra La cloro-
sis ferrica es obtener material vegetal mas tole-
rante a la misma. En el caso de frutales la se-
leccion genetica de material tolerante debe reali-
zarse sobre los patrones, la parte del arbol que
toma el hierro del suelo. Los patrones mas
utilizados para el melocotonero son franco de
melocotonero, ciruelo e hbridos de almendro-
melocotonero, siendo en general estos ultimos los
mas tolerantes. Los metodos clasicos de seleccion
en especies le~nosas suponen muchos a~nos de tra-
bajo para obtener genotipos tolerantes a la clo-
rosis ferrica, lo que conlleva un importante gasto
economico. El objetivo de muchos de los trabajos
que se han llevado a cabo en especies frutales es
el desarrollo de una alternativa a estos metodos
de seleccion clasicos (de la Guardia, M.D., A. Fe-
lipe, E. Alcantara, J.M. Fournier, F.J. Romera.
1995. Evaluation of experimental peach roots-
tocks grown in nutrient solutions for tolerance to
iron stress. pp. 201-205. En: J. Abada (ed.).
Iron nutrition in soil and plants. Kluwer Aca-
demic Publishers. Dordrecht. The Netherlands;
Vizzotto, G., I. Matosevic, R. Pinton, Z. Vara-
nini, G. Costa. 1997. Iron deciency responses in
roots of kiwi. J. Plant Nutr. 20: 327-334). Obte-
ner genotipos ecientes supondra aliviar el gran
impacto economico que hoy en da tiene la cloro-
sis ferrica en muchas de las zonas de produccion
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de melocoton (Han, Z.H., T. Shen, R.F. Korcak,
V.C. Baligar. 1994. Screening for iron-ecient
species in the genus Malus. J. Plant. Nutr. 17:
579-592).
Aunque hasta ahora se han utilizado diversos
parametros de seleccion precoz de material, ta-
les como grado de clorosis (contenido en clorola
de las hojas medido con SPAD), capacidad de re-
duccion de hierro, descenso de pH, crecimiento
relativo de la planta o del brote, etc., parece que
la capacidad de reduccion de hierro(III) sera uno
de los mas ables, ya que el resto de parametros
dependen mucho de las condiciones experimenta-
les de medida.
En efecto, una de las respuestas mas comu-
nes de las plantas denominadas de \estrategia I"
frente a la deciencia de hierro es el aumento de
la capacidad de las races para reducir quelatos
de hierro (ver Schmidt, W. 1999. Mechanisms
and reaulation of reduction-based iron uptake in
plants. New Phytol. 141: 1-26, para una re-
vision). Las dicotiledoneas desarrollan una serie
de mecanismos de adaptacion ante la deciencia
de hierro que conducen a un aumento de la dis-
ponibilidad de dicho elemento. Entre ellos des-
taca el aumento de la actividad de una enzima
de membrana plasmatica, la reductasa de hierro
(Ro¨mheld, V., H. Marschner. 1986. Mobilization
of iron in the rizosphere of dierent plant spe-
cies. Adv. Plant Nutr. 2: 155-204; Treeby, M.,
N., Uren. 1993. Iron deciency stress responses
amongst citrus rootstocks. Z Pflanzenerna¨hr Bo-
denk 156:75-81).
La evaluacion de este parametro ha sido pro-
puesta por varios autores. Sin embargo, las
tecnicas bioqumicas de medida en plantas le~nosas
no han sido bien desarrolladas hasta el momento
por diversas causas. En algunos casos los metodos
analticos de ensayo no son los mas adecuados
para medir actividades enzimaticas in vivo, mien-
tras que en otros casos los valores de induccion ob-
tenidos no son consistentes o no estan de acuerdo
con la induccion esperada. Hasta el momento no
se ha propuesto con garantas ninguna tecnica que
pueda utilizarse como metodo alternativo de se-
leccion temprana en un programa de seleccion fru-
tal.
Romera y colaboradores (Romera, F.J., E.
Alcantara, M.D. de la Guardia. 1991a. Cha-
racterization of the tolerance to iron chlorosis in
dierent peach rootstocks grown in nutrient so-
lution. I. Eect of bicarbonate and phosphate.
Plant Soil 130: 115-119, y Romera, F. J., E.
Alcantara, M.D. de la Guardia. 1991b. Cha-
racterization of the tolerance to iron chlorosis in
dierent peach rootstocks grown in nutrent solu-
tion. II. Iron stress response mechanisms. Plant
Soil 130: 120-124) fueron de los primeros auto-
res que propusieron que la actividad reductasa de
hierro se correlacionaba bien con el grado de to-
lerancia a la clorosis ferrica observada en campo
en algunos patrones de melocotonero. Sin em-
bargo, la induccion de la actividad reductasa en-
contrada por estos autores fue extremadamente
baja t el protocolo de medida demasiado largo (6
horas de medida). Posteriormente, de la Guar-
dia y colaboradores (de la Guardia, M.D., A. Fe-
lipe, E. Alcantara, J.M. Fournier, F.J. Romera.
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1995. Evaluation of experimental peach roots-
tocks grown in nutrient solutions for tolerance
to iron stress. pp. 201-205. En: J. Abada
(ed.). Iron nutrition in soil and plants. Kluwer
Academic Publishers. Dordrecht. The Nether-
Lands) obtuvieron en diferentes clones hbridos
de Prunus inducciones de la actividad reductasa
de hasta 20 veces, aunque el protocolo de medida
fue de 4 horas y la actividad se expreso por planta,
en lugar de por gramos de peso fresco de raz. Por
lo tanto, en dicho protocolo las mismas plantas se
utilizan para varios experimentos y medidas y su
respuesta puede estar afectada por el reaprovi-
sionamiento de hierro desde la solucion nutritiva,
que puede interferir en los resultados.
Otros autores, tambien en experimentos con
patrones de Prunus, o bien no encontraron in-
ducciones signicativas en genotipos tolerantes o
susceptibles a la clorosis ferrica (Egilla, J.N., D.H.
Byrne, D.W. Reed. 1994. Iron stress response of
three peach rootstock cultivars: ferric iron reduc-
tion capacity. J. Plant Nutr. 17: 2079-2103), o
bien utilizaron tiempos para medir la induccion
de la enzima extremadamente largos, tales como
7 horas (Cinelli, F., R. Viti, D. H. Byrne, D.W.
Reed. 1995. Physiological characterization of two
peach seedling rootstocks in bicarbonate nutrient
solution. Root iron reduction and iron uptake.
pp. 323-328. In: J. Abada (ed.). Iron nutrition
in soil and plants. Kluwer Academic Publishers.
Dordrecht. The Netherlands) y 20 h (Tagliavini,
M., A.D. Rombola, B. Marangoni. 1995. Res-
ponse to iron-deciency stress of pear and quince
genotypes. J. Plant Nutr. 18: 2465-2482).
Los protocolos en los que se proponen para-
metros siologicos para seleccionar material tole-
rante pueden ser integrados en programas com-
pletos de mejora y pueden aportar informacion
esencial en cualquier programa de seleccion, inclu-
yendo los dirigidos a obtener genotipos toleran-
tes a la clorosis ferrica (Jolley, V.D., K.A. Cook,
N.C. Hansen, W.B. Stevens. 1996. Plant Physio-
logical responses for genotypic evaluation of iron
eciency in strategy I and strategy II plants- A
review. J. Plant Nutr. 19: 1241-1255).
Recientemente hemos demostrado que la ac-
tividad reductora de hierro en las races, medida
in vivo en planta entera, puede inducirse hasta 5
veces en el patron GF-677. Esta induccion se ob-
tuvo a~nadiendo a la solucion de cultivo diferen-
tes concentraciones de hierro despues de cuatro
das de crecimiento en ausencia de dicho elemento
(Gogorcena, Y., J. Abada, A. Abada. 2000. In-
duction of in vivo root ferric chelate reductase ac-
tivity in fruit tree rootstock. J. Plant Nutr. 23:
9-21). El protocolo que ahora proponemos para
seleccionar genotipos con tolerancia a la clorosis
ferrica se ha modicado y optimizado, de manera
que el maximo de induccion se produce a los dos
das tras la adicion de una concentracion de hierro
de 180 M, el doble de aquella con la que crecen
las plantas control. Se ha comprobado tambien
que los genotipos mas ecientes y con una ma-
yor actividad reductora son capaces de almacenar
mas hierro que los no ecientes.
Descripcion de la invencion
La tecnica se basa en la induccion de la enzima
reductasa (FC-R) de la membrana plasmatica de
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las races, que es responsable de la reduccion del
hierro y su posterior toma por las races de las
plantas. Hemos demostrado que esta enzima es
capaz de inducirse en patrones frutales en las con-
diciones experimentales que se describiran poste-
riormente. Cuanto mayor fuera la induccion de
la enzima, mayor sera la capacidad de reduccion
de hierro(III) y por tanto mejor la eciencia en
la reduccion y absorcion del hierro en condiciones
de baja disponibilidad de dicho elemento.
Para comprobar que la tecnica puede servir
como protocolo de seleccion precoz del material
resistente a la clorosis ferrica, el protocolo ha
sido probado con cuatro genotipos de patrones
de melocotonero micropropagados y suministra-
dos por la empresa Agromillora Catalana, S.A.
(Subirats, Barcelona). Estos patrones se conocen
por el distinto comportamiento en campo frente
a la clorosis ferrica. Los patrones Adesoto y GF-
677 seran los mas resistentes a la misma y Ba-
rrier y Cadaman, por el contrario, los mas sus-
ceptibles. Estos patrones se han evaluado en
cuanto a su capacidad de reduccion de hierro a
traves de la induccion de la enzima de membrana
responsable de la reduccion. La actividad en-
zimatica reductasa de quelatos de hierro se estima
espectrofotometricamente mediante la formacion
de un complejo coloreado de hierro(II)-BPDS.
Este complejo se forma tras la reduccion del que-
lato hierro(III)-EDTA a~nadido, por la accion de
una enzima reductasa situada en la membrana
plasmatica de las races.
El patron GF-677 es un hbrido de almendro x
melocotonero que ha sido seleccionado en Francia
y ha sido ampliamente ensayado como resistente
a la clorosis ferrica (Bernhard, R., C. Grasselly.
1981. Les pe^chers x amandiers. L’Arboriculture
Fruitiere 328: 37-42). Este clon esta muy exten-
dido y ocupa el 2 lugar en el mundo en numero de
plantaciones como patron (Layne, R.E.C. 1987.
Peach rootstocks. En: R.C. Rom and R.F. Carl-
son (eds.). pp 185 -216. Rootstocks for fruit
crops. John Wiley and Sons, New York). Es
la influencia de los genes del almendro (Prunus
amygdalus) lo que probablemente le proporciona
la resistencia a la clorosis ferrica. El otro patron
tolerante estudiado, Adesoto, es lo que se deno-
mina un ciruelo \Pollizo" (P. insititia) y tambien
se ha descrito anteriormente como tolerante a La
clorosis ferrica (Moreno, M.A., M.C. Tabuenca,
R. Cambra. 1995. Adesoto 101, a plum roots-
tock for peaches and other stone fruit. HortSci.
30: 1314-1315). Este patron es ademas extre-
madamente importante porque es compatible con
cuatro especies frutales de hueso: ciruelo, meloco-
tonero, albaricoquero y almendro. Esta seleccion,
Adesoto, tambien denominada Puebla de Soto,
tiene otras muchas ventajas como patron (Socas
i Company, R., J. Gomez Aparisi, A.J. Felipe.
1995. A genetical approach to iron chlorosis in
deciduous fruit trees. pp 167-174. En: J. Abada
(ed.). Iron nutrition in soil and plants. Kluwer
Academic Publishers. Dordrecht. The Nether-
lands).
Los otros dos genotipos estudiados, Barrier y
Cadaman, son resistentes a la asxia radicular,
pero su tolerancia a la clorosis ferrica no fue en-
sayada en principio (Edin, M., A. Garcin. 1994.
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Un nouveau porte-gree du pe^cher CadamanR
Avimag. L’Arboriculture Fruitiere 475: 20-23).
Cadaman ha sido descrito como un cultivar mas
resistente que el franco de melocotonero frente a
la clorosis ferrica y se ha comercializado tambien
como resistente a la misma. Sin embargo, datos
de campo no mostrados sugieren que la tolerancia
a la clorosis de estos cultivares no es muy alta. La
susceptibilidad a la clorosis de estos dos cultivares
probablemente es debida a la influencia que estos
hbridos tienen de genotipos sensibles a la misma
como Nemaguard y Nemared (Casas, A.M., E,
Igartua, G. Balaguer, M.A. Moreno. 1999. Ge-
netic diversitv of Prunus rootstocks analyzed by
RAPD markers. Euphytica 110: 139 -149).
Los patrones mas tolerantes resultaron tener
mayor induccion del enzima (Figura 1) y por
tanto seran mas ecientes para la reduccion de
hierro por las races. Los patrones mas suscepti-
bles no mostraron induccion de la enzima en las
condiciones experimentales que propone el pro-
tocolo (Figura 2). Esta misma tecnica se esta
evaluando en otras especies le~nosas.
El metodo propuesto supone una mejora para
los programas de seleccion y sera de extremada
importancia en el sector viverista y en el sector
de los mejoradores de especies le~nosas. Nuestro
protocolo propone aplicar la tecnica de induccion
de la reductasa de hierro en el material vegetal
y seleccionar los materiales con mas induccion,
que se supone son los mas ecientes para la ab-
sorcion de hierro y por tanto mas ecientes en
campo para la absorcion del hierro del suelo. Los
clones con mayor induccion de reductasa ferrica
seran los mas adecuados para resistir la cloro-
sis ferrica en campo. Estos sectores industriales
podran aplicar el protocolo descrito como un cri-
terio de seleccion temprano en sus programas de
mejora, para poder seleccionar el material de en-
sayo antes de realizar ensayos en el campo. Esto
llevara a un ahorro tanto del tiempo que se nece-
sita para la manifestacion de la clorosis (que dis-
minuira desde al menos dos a~nos hasta un mes)
como del coste economico que supone el manejo
de material vegetal le~noso en campo.
Los metodos propuestos hasta el momento en
la literatura no dan garantas de utilizacion a gran
escala, ni hay garantas de exito dado las decien-
cias tecnologicas de las tecnicas propuestas.
Descripcion detallada de las guras
Figura 1. Actividad reductasa de hierro me-
dida en polanta entera en distintos tratamientos
control (+Fe); 4 das sin hierro en la solucion nu-
tritiva suplementada 1, 2 o 3 das con 180 M
de Fe-EDTA (-Fe1d, -Fe2d y Fe3d); trata-
miento sin hierro en la solucion nutritiva (-Fe).
A: GF677. B: Adesoto. Datos son medias +SE
de 3 a 10 repeticiones.
Figura 2. Actividad reductasa de hierro me-
dida en planta entera en distintos tratamientos:
control (+Fe); 4 das sin hierro en la solucion nu-
tritiva suplementada 1 o 2 das con 180 M de
Fe-EDTA (-Fe1d y -Fe2d); tratamiento sin hie-
rro en la solucion nutritiva (-Fe). A: Barrier. B:
Cadaman. Datos son medias +SE de 3 a 10 re-
peticiones.
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Ejemplo de realizacion de la invencion
Material vegetal y condiciones de cultivo
Las condiciones de cultivo son las mismas que
las descritas en Gogorcena y colaboradores (Go-
gorcena, Y., J. Abada, A. Abada. 2000. Indu-
ction of in vivo root ferric chelate reductase ac-
tivity in fruit tree rootstock. J. Plant Nutr. 23:
9-21). La solucion nutritiva es una adaptacion de
la solucion Hoagland con las siguientes concen-
traciones: en (mM): 2,5 Ca(NO3)3, 2,5 KNO3 ,
1 MgSO4, KH2PO4, y (M): 46,2 H3BO3, 9,2
MnCl2, 0,38 CuSO4, 2,4 ZnSO4, 0,12 Na2MoO4,
90 Fe(III)-EDTA para las plantas control, pH 5,5.
1. Plantas micropropagadas provenientes de cul-
tivo in vitro despues de 15 das de adaptacion a
turba fueron suministradas por Aaromillora Ca-
talana, S.A.. Los genotipos ensayados fueron:
GF-677, Adesoto, Barrier y Cadaman.
2. Las plantas se mantienen 2-3 das de adap-
tacion en camara de cultivo en condiciones nor-
males de crecimiento (23C con fotoperiodo de
16 horas de luz con una densidad de 250 moles
quanta m−2 s−1 y 70-80% de humedad relativa).
3. Posteriormente se pasan a soluciones aireadas
en cultivo hidroponico (34 plantas en 10 Litros
de solucion nutritiva) con las concentraciones de
nutrientes anteriormente descritas. Esta solucion
mantiene las plantas con 90 M Fe(III)-EDTA
durante 9 das aproximadamente o hasta que la
masa de races nueva sea la adecuada para el en-
sayo.
4. Las plantas se transeren durante un perodo
de 4 das a solucion de cultivo como la descrita
anteriormente (27 plantas/10 litros.) pero en au-
sencia de hierro (solucion -Fe). Un grupo de plan-
tas se mantiene en condiciones control con 90 M
Fe(III)-EDTA.
5. Pasados estos cuatro das se a~nade una can-
tidad de Fe(III)-EDTA a esta solucion nutritiva.
La concentracion que mejores resultados ha dado
es 180 M Fe.
6. La actividad reductasa de hierro de las races
se mide en planta intacta, tras 1, 2 y 3 das de
la adicion de Fe(III)-EDTA a la solucion nutri-
tiva. Las soluciones nutritivas se renuevan cada
dos das para mantener las plantas en las mejores
condiciones de cultivo.
Protocolo de medida
Reactivos: (i) Bathophenanthroline-disulfonic
acid (BPDS) 300 M en agua Milli Q. La marca
comercial a utilizar depende del pH de medida
de la reaccion. Para pH superiores a 5,5 se re-
comienda ACROS organic. Otras marcas pue-
den ser Fluka o Sigma. (ii) Fe(III)-EDTA 500
M (Sigma) en agua Milli Q. (iii) MES 10 mM,
pH 6,0: Se recomienda no a~nadir solucion nutri-
tiva a la mezcla para no interferir en la reaccion
bioqumica. El pH de medida puede estar entre
5,5 y 6.
 Se lavan las races de las plantas durante
15-30 minutos en agua destilada y se introdu-
cen en recipientes de plastico con 49 ml de so-
lucion 10 mM MES pH 6,0 conteniendo 300 M
de BPDS. Esta solucion se burbujea constante-
mente con aire para favorecer que las races no
sufran asxia. La reaccion se lleva a cabo en la
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camara de cultivo en las condiciones de luz y tem-
peratura anteriormente descritas.
 Se a~nade 1 ml de solucion de Fe(III)-EDTA
para que la concentracion nal en solucion sea
500 M y se deja reaccionar durante 60 minutos
maximo. Tiempos superiores de reaccion afec-
tan de manera negativa al aspecto de la planta y
pueden interferir en la medida. Estos recipientes
estan totalmente cubiertos para que la luz no in-
terera en la mezcla de reaccion, va que las plan-
tas se mantienen en la camara de cultivo en las
condiciones de iluminacion habituales de cultivo.
Se colocan recipientes en las mismas condiciones
pero sin plantas para poder estimar el efecto de
posibles factores que intereran en la reaccion.
 Una vez transcurrido este tiempo se toman
muestras del lquido de reaccion y, siempre man-
teniendolo en oscuridad hasta la medida, se cen-
trifuga durante 1 minuto para eliminar posibles
restos solidos que podran interferir y se realiza
la medida.
La medida de la actividad reductasa se basa en
la formacion del compuesto coloreado hierro(II)-
BPDS que se forma despues de que la raz ha
reducido el hierro(III) -EDTA a~nadido en la so-
lucion de medida. Este complejo coloreado se
mide con un espectrofotometro a 535 nm y la
concentracion se cuantica mediante el coeciente
de extincion molar del compuesto 22,14 mM−1
cm−1.
En las Figuras 1 y 2 se observa que las plan-
tas que han crecido 7 das en ausencia de hierro
de La solucion nutritiva no mostraron ninguna
induccion de la reductasa de hierro, ni en los ge-
notipos ecientes (Figura 1), ni en los genotipos
inecientes a la ausencia de hierro en el medio
(Figura 2).
La actividad reductasa de hierro en el patron
de melocotonero GF-677 aumento 7-8 veces en
las plantas tratadas 1 o 2 das con 180 M de
Fe(III)-EDTA, despues de que estas plantas cre-
cieran cuatro das sin Fe en el cultivo hidroponico
(Figura 1 A). Esta respuesta fue transitoria y a
los tres das del tratamiento inductor, la actividad
reductasa disminuyo casi hasta los valores control
de 2,1 nmoles de Fe(II)/g de PF min. El patron
Adesoto mostro el mismo tipo de comportamiento
aunque de forma mas moderada que el anterior,
ya que la actividad reductasa aumento solo 2-3
veces despues del tratamiento inductor.
Por el contrario, los mismos tratamientos in-
ductores no produjeron ningun tipo de respuesta
en los genotipos Barrier y Cadaman (Figura 2).
Sin embargo, los valores maximos de actividad
reductasa en estas plantas fueron similares a los
obtenidos para las plantas de tratamiento con-
trol (+Fe) de los genotipos GF-677 y Adesoto.
Tagliavini y colaboradores (Taaliavini, M., A.D.
Rombola, B. Maranagni. 1995. Response to iron-
deciency stress of pear and quince genotypes. J.
Plant Nutr. 18: 2465-2482) no encontraron tam-
poco induccion en el genotipo Barrier aunque las
condiciones experimentales de estos autores fue-
ron diferentes de las realizadas en nuestros expe-
rimentos. Estos autores realizaron el ensayo de
medida de la induccion del enzima con plantas
decientes en presencia de Fe(III)-EDTA durante
20 horas. Teniendo en cuenta nuestros resultados,
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este tiempo sera lo sucientemente largo como
para inducir en algunos genotipos una respuesta
de la reductasa de hierro.
Por otro lado, se ha demostrado recientemente
que se necesita una peque~na cantidad de Fe en el
medio para inducir la reductasa ferrica de raz
en el patron de melocotonero GF-677 (Gogor-
cena, Y., J. Abada, A. Abada. 2000. Induction
of in vivo root ferric chelate reductase activity
in fruit tree rootstock. J. Plant Nutr. 23: 9-
21). Este requerimiento tambien se ha descrito
en otras especies de plantas herbaceas (Chaney,
R.L., J.C. Brown, L.O. Tin. 1972. Obliga-
tory reduction of ferric chelates in iron uptake by
soybeans. Plant Phvsiol. 50: 734-739; Grusak,
M.A., R.M. Welch, L.V. Kochian. 1990. Physio-
logical characterization of a single-gene mutant
of Pisum sativum exhibiting excess iron accumu-
lation. I Root iron reduction and iron uptake.
Plant Physiol. 93: 976-981; Romera, F.J., E.
Alcantara, M.D. de la Guardia. 1992. Eects
of bicarbonate, phosphate and high pH on the
reducing capacity of Fe-decient sunflower and
cucumber plants. J. Plant Nutr. 15:1519-1530;
Romera, F.J., E. Alcantara M.D. de la Guardia.
1997. Influence of bicarbonate and metal ions on
the development of root Fe(III) reducing capa-
city by Fe -decient cucumber (Cucumis sativus)
plants. Physiol. Plant. 101: 143-148; Zouari, M.,
A. Abada, J. Abada. 2001. Iron is required for
the induction of root ferric chelate reductase ac-
tivity in iron decient tomato. J. Plant Nutr. 24
(2), in press). En especies de plantas le~nosas la
actividad reductasa de hierro solo se ha podido
inducir en ausencia de Fe en el medio durante
un periodo de tiempo mas o menos prolongado.
As pues, se ha encontrado induccion en ausen-
cia de Fe en manzano (Ao, T.Y., F. Fan, R.F.
Korcak, M. Faust. 1985. Iron reduction by apple
roots. J. Plant Nutr. 8:629-644), melocotonero
(de la Guardia, M.D., A. Felipe, E. Alcantara,
J.M. Fournier, F.J. Romera. 1995. Evaluation of
experimental peach rootstocks grown in nutrient
solutions for tolerance to iron stress. pp. 201 -
205. En: J. Abada (ed.). Iron nutrition in soil
and plants. Kluwer Academic Publishers. Dor-
drecht. The Netherlands) y kiwi (Vizzotto, G.,
I. Matosevic, R. Pinton, Z. Varanini, G. Costa.
1997. Iron deciency responses in roots of kiwi.
J. Plant Nutr. 20: 327-334). Sin embargo, otros
autores como Tagliavini y colaboradores (Taglia-
vini, M., A.D. Rombola, B. Marangoni. 1995.
Response to iron -deciency stress of pear and
quince genotypes. J. Plant Nutr. 18: 2465-2482)
no encontraron induccion en patrones de Prunus
en ausencia de hierro.
Habra que destacar que nuestras condiciones
experimentales en las que se mide la induccion
de la enzima reductasa de hierro in vivo pare-
cen las mas adecuadas de las propuestas hasta
la fecha. A continuacion se destacan las ventajas
frente a otros metodos. Como se ha descrito ante-
riormente, al cabo de varias horas de la adicion de
Fe a plantas que han crecido durante algunos das
sin dicho elemento en el medio de cultivo se pro-
duce la induccion de la enzima. La mayor parte
de los autores descritos anteriormente dejan que
la reaccion de medida con plantas decientes en
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Fe transcurra durante un perodo de tiempo largo
dando lugar posiblemente a la induccion del en-
zima y a posibles malas interpretaciones de los
resultados. Los resultados obtenidos por Young
y Terry (Young, T.F., N. Terry. 1982. Trans-
port of iron into leaves followina iron resupply to
iron-stressed sugar beet plants. J. Plant Nutr. 5:
1273-1283) avalaran nuestra premisa, ya que es-
tos autores encontraron que tras 2-6 horas de la
adicion de Fe a plantas decientes la absorcion es
maxima. Estos datos sugieren que utilizar tiem-
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pos de medida para la actividad reductasa supe-
riores a una hora pueden potencialmente inducir
respuestas equvocas. Por otro lado, Egilla y cola-
boradores (Egilla, J.N., D.H. Byrne, D.W. Reed.
1994. Iron stress response of three peach roots-
tock cultivars: ferric iron reduction capacity. J.
Plant Nutr. 17: 2079 -2103) encontraron respues-
tas de induccion de la actividad reductasa de hie-
rro pero, a diferencia de otros autores, las plantas
decientes se hicieron crecer en presencia de Fe en
el medio.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de seleccion precoz de patro-
nes frutales resistentes a clorosis ferrica, caracte-
rizado utilizar la actividad de la enzima reducta-
sa de hierro de las races (FC-R) para discriminar
entre los patrones ecientes en la absorcion de
hierro y los no ecientes.
2. Procedimiento de seleccion precoz de patro-
nes frutales resistentes a clorosis ferrica, carac-
terizado por seleccionar los patrones ecientes
en los que se ha inducido la enzima reductasa de
hierro de las races (FC-R) al realizar cambios en
Los niveles de hierro de la solucion nutritiva.
3. Procedimiento de seleccion precoz de patro-
nes frutales resistentes a clorosis ferrica, segun la
reivindicacion 2 caracterizado por que se em-
plean cambios en los niveles de hierro de la so-
lucion nutritiva.
4. Procedimiento de seleccion segun reivin-
dicaciones anteriores, caracterizado por las si-
guientes etapas:
1 Se cultivan in vitro las plantas le~nosas
micropropagadas.
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2 Se cultivan las plantas a continuacion en
hidropona con una solucion nutritiva con
hierro(III)-EDTA cuya concentracion opti-
mizada fue 90 molar de hierro(III)-EDTA.
3 Se cultivan las plantas a continuacion du-
rante al menos cuatro das en hidropona en
ausencia de hierro.
4 Se a~nade solucion nutritiva con hierro
(III)-EDTA cuya concentracion optimizada
fue 180 M.
5 Se mide la enzima reductasa de hierro
de la raz in vivo durante 45-60 minutos
y en condiciones optimas (10 mM de MES
pH 6,0, 300 M BPDS y 500 M Fe(III)-
EDTA). Se mide la absorbancia de la mez-
cla de reaccion a 535 nm en un espectro-
fotometro y se calcula la induccion de la
enzima.
6 Se evalua el material de acuerdo al grado
de induccion del enzima respecto al obte-
nido en condiciones control.
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